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審 査 結 果 の 要 旨 
 
１.論文の評価 
 スギ花粉症は、ある調査によれば日本の人口の 27％が罹患しているアレルギー疾患である。それにも
かかわらず、主に対症療法による治療が行われており、根本的な治療法の適用はまだ試験的な試みに留
まっている。根本的治療法の１つとして、免疫細胞である T細胞が認識する抗原ペプチドの投与により
免疫寛容と脱感作を誘導することが考えられている。しかし、T 細胞による抗原ペプチドの認識が個人
によって異なる主要組織適合性遺伝子複合体（MHC）の型に依存するため、それぞれの患者に有効な抗
原ペプチドの種類は異なっている。そのため多数の患者に有効な抗原ペプチドを生産することはまだ完
成に至っていない。また、実用化を展望するとき、抗原ペプチドを簡便な方法で安価に大量に生産する
手法の開発が重要となる。 
 申請者は、上述の現状に鑑み、主要スギ花粉抗原タンパク質である Cry j 1 及び Cry j 2 のアミノ酸
配列の中から、種々の MHC タイプをもつ患者の T細胞によって認識される抗原決定基（エピトープ）と
なるペプチドを選択し、それらを繋ぎ合わせた人工ペプチドの遺伝子を設計した。さらにこの人工ペプ
チド遺伝子を、免疫増強作用をもつコレラ毒素 Bサブユニット遺伝子と結合した融合タンパク質の遺伝
子を設計し、これを作製した。Cry j 1 からは４つのエピトープペプチドを選択し、これらを結合した
遺伝子である cry j 1 epi をステップワイズ PCR 法により作製した。同様に Cry j 2 の６つのエピトー
プを繋ぎ合わせた遺伝子 cry j 2 epi を作製した。さらにこれら２つの人工遺伝子をコレラ毒素 Bサブ
ユニット遺伝子 ctb とオーバーラップエクステンション PCR 法により連結し、融合タンパク質遺伝子
ctb-cry j 1 epi-cry j 2 epi を作製した。 
 次にこの遺伝子を大腸菌における発現ベクターである pET28a に組込み、この組換えベクターを大腸
菌に導入し、遺伝子を発現させた。その結果、発現誘導後４時間で培養液１L あたり約 120mg の高収量
で融合タンパク質が得られた。また、発現された融合タンパク質はその両端につけた His タグへの親和
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性を利用したアフィニティ―クロマトグラフィーで容易に精製できた。さらに発現タンパク質の分子量
測定及び N 末端のコレラ毒素 B サブユニットと C 末端につけた Flag タグに対するウエスタンブロッテ
ィングにより、このタンパク質が目的の融合タンパク質であることを確認した。 
 融合タンパク質の大量生産を目的として、大腸菌での発現に成功した融合タンパク質遺伝子を、発現
タンパク質を培養液中に分泌することができる細菌 Brevibacillus choshinensis にベクターとともに
導入した。分泌効率を増すため、N末端に分泌タンパク質であるアミラーゼ遺伝子を結合した。しかし、
培養液中に分泌されるタンパク質は主にアミラーゼのみであった。その原因を究明したところ、アミラ
ーゼと上述の融合タンパク質の結合部付近がプロテアーゼの攻撃を受けて切断され、融合タンパク質部
分は菌体内でさらに切断を受けることが示唆された。このことから発現宿主の選択が重要であることが
示された。 
本研究は、抗原タンパク質の生産についての進歩に寄与するものである。このことより、本研究は博
士学位論文に値するものと考える。 
 
２.審査の経過と結果 
（１）平成２６年７月 ９日 博士後期課程委員会で学位論文の受理を決定し、5 名がその審査委員と
 して指名された。 
（２）平成２６年８月２２日 公開論文審査発表会及び最終試験を実施した。 
（３）平成２６年９月 ３日 博士後期課程委員会で学位授与を可とし、教育研究審議会で承認された。 
